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Chapter 1 はじめに 
 



























Fig. 1 これまでの結果 
 
これまでに in vitro の実験系において、Ifrd1 は転写因子 Activator protein 1 (AP-
1)により転写を促進され、別の転写因子 Nuclear factor-B (NF-B)の活性を増強
することで破骨細胞の分化を促進することが明らかになっている。しかしなが




















1.2.  略語 
 
 本論文に使用した略語は以下の通りである。 
MEM -Minimum Essentiol Medium  
ANOVA Analysis of variance 
AP-1 Activator protein 1 
APMSF (p-Amidinophenyl) methanesulfonyl fluoride 
BSA Bovine serum albumin 
BFR Bone formation rate / Bone surface 
BMP2           Bone Morphogenetic Protein 2 
BV/TV Bone volume / Tissue volume 
CBP CREB-binding protein 
cDNA Complementary DNA 
ChIP Chromatin immunoprecipitation 
CMV Cytomegalovirus 
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
E.V. Empty vector 
FBS Fetal bovine serum 
GPBS Glucose-PBS 
HBS HEPES buffered saline 
HDAC Histone Deacetylase 
IgG Immunoglobulin G 
IB Inhibitor of NF-B 
IP Immunoprecipitation 
IPTG Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside 
M-CSF Macrophage colony stimulating factor 
MMA           Methyl methacrylate monomer 
MMP-9 Matrix metallopeptidase 9 
MNCs Multinucleated cells 
MOPS 3-Morpholinopropanesulfonic acid 
mRNA Messenger RNA 
NF-B Nuclear factor-B 
NFATc1 Nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1 
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NP-40           Nonidet P-40 
OPG      Osteoprotegerin 
OSCAR Osteoclast-associated receptor 
Osx Osterix 
Os.S/BS Osteoclast surface / Bone surface 
Ob.S/BS         Osteoblast surface / Bone surface 
PB Phosphate buffer 
PBS Phospho buffered saline 
PFA Paraformaldehyde 
PVDF Polyvinylidene difluoride 
RANK Receptor activator of nuclear factor-kB 
RANKL RANK ligand 
Runx2 Runt related transcription factor 2 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
TBS Tris buffered saline 
TBST 0.05% Tween 20 in TBS 
TE Tris-HCl/EDTA buffer 
TIS7 TPA induced sequence 7 
TRAF TNF receptor-associated factor 
TRAP Tartrate resistant acid phosphatase 
Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl- 1,3-propanediol 
WT             Wild-type 
 
1.3.  データ解析 
 





検定のうちの Scheffe's F-test を用いて検定した。また、独立した 2 群間の差の検




1.4.  使用試薬 
 
 FBS (Fetal bovine serum)は、Sigma (St. Louis, MO, U.S.A) より購入した。Trypsin
は、DIFCO (Detroit, MI, U.S.A.) より購入した。Opti-MEM Reduced-serum Medium
は Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, U.S.A.) より購入した。ECLTM 検出用試
薬は和光純薬工業株式会社（大阪）より購入した。Recombinant mouse receptor 
activator of NF-B ligand (RANKL) は R&D system, International (Mineapolis, MN, 
U.S.A) より購入した。抗 Ifrd1 抗体、抗 Osterix 抗体は Abcam (Cambridge, UK)よ
り購入した。抗 c-Fos 抗体、抗-actin 抗体、抗-tublin 抗体は Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, U.S.A.)より購入した。抗 FLAG 抗体は和光純
薬工業株式会社より購入した。AlexaFluor633 抗ウサギ IgG 抗体は Invitrogen  
(San Diego, CA, U.S.A.) より購入した。その他の抗体は全て Cell Signaling 
Technology (Danvers, MA, U.S.A.) より購入した。Immobilon-P transfer membrene
は Millipore (Billerica, MA, U.S.A)より購入した。-Minimum Essentiol Medium、
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)、ECLTM 検出用試薬は和光純薬工業株
式会社より購入した。Dithiothreitol (DTT)、5×First strand buffer、M-MLV Reverse 
transcriptase 、Lipogectamine RNAiMAX および LipofectamineLTX は Invitrogen よ
り購入した。DNase、Dual Luciferase reporter assay system、pGL3-basic、  
および pRL-CMV は Promega(Madison, WI, U.S.A)より購入した。Penicillin-
streptomycin GIBCO BRL (Waltham, MA, U.S.A.)より購入した。Collagenase は和光
純薬工業株式会社より購入した。は各種制限酵素、LA Taq polymerase、Primestar 
mutagenesis kit はタカラバイオ (大津) より購入した。ISOGEN はニッポンジー















Chapter 2 破骨細胞分化過程における Ifrd1 の
機能解析 
 
2.1.  序文 
  
破骨細胞は、CFU-GM を前駆細胞とする、単球マクロファージ系の造血幹細
胞から分化する (Udagawa et al.,1990)。その分化には M-CSF、RANKL といった
種々の因子が関与する。破骨細胞の前駆細胞は、骨芽細胞等によって生成される
RANKL の刺激によって骨吸収能を有する多核の成熟破骨細胞に分化する
(Yasuda et al., 1998) 。成熟した破骨細胞は骨表面に貼り付き、タンパク質分解酵
素である Cathepsin K や MMP-9、プロトン（H+）を細胞外に分泌し、骨の無機
質であるヒドロキシアパタイトや、骨の有機成分であるコラーゲンを分解し骨
吸収を行う。RANKL とそのレセプターである RANK の機能を阻害すると破骨
細胞の形成が阻害されることから、RANK signaling は破骨細胞分化に必要不可
欠であると考えられる (Nakagawa et al., 1998, Kong et al.,1999)。 
我々はこれまでの研究結果から、RANKL 暴露により破骨細胞において Ifrd1
の mRNA 発現が上昇すること、Ifrd1 が破骨細胞の分化を促進することを見出し
た。Ifrd1 は機能面においては、ヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC) 複合体の一
種である SIN3 複合体と結合することによりコリプレッサーとして機能し(Vietor 
et al., 2002)、オステオポンチンの発現を制御することが報告されている 
(Vadivelu et al., 2004, Vietor et al., 2005)。また、肺嚢胞性繊維症の肺疾患に対する
変更遺伝子として同定され、好中球を活性化することが報告されている (Gu et 








Fig. 2 これまでの結果 
 
 しかしながら、Ifrd1 の破骨細胞における NF-B 機能制御についての詳細な機
構は明らかになっていないのが現状である。 
 そこで本章では、Ifrd1 の破骨細胞における詳細な機能について検討した。 
 
2.2.  方法 
 
2.2.1. M-CSF 産生細胞 CMG14-12 細胞培養  
 
液体窒素で凍結保存された CMG14-12 細胞を、37℃の水浴で手早く融解させ
た後、細胞懸濁液を 10 mL の 10% FBS を含む DMEM (containing 3.5 g/L sodium 
bicarbonate, 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin) 中に懸濁した。この細胞
懸濁液を、1500 rpm で 5 分間遠心を行い、上清を除去後、10 mL の 10% FBS 
を含む DMEM 中に再び懸濁を行い、培養ディッシュ (NUNC 社製 1 well,φ
100 mm) に播種し、37℃、5% CO2 条件下にて培養した。24 時間後、400 µg/mL 
G418 を含む 10% FBS-DMEM に培地交換し、80% コンフルエントになるまで培
養後、0.25%トリプシン-0.03% EDTA 処理により細胞を分散した。 37℃に温め
た 10% FBS を含む αMEM を加え、1500 rpm で 5 分間遠心を行い、トリプシ
ン-EDTA の洗浄を行った。遠心したのち、上清を除去し、細胞が 10×104 cells/mL 
の濃度になるよう 10% FBS を含む αMEM 中に懸濁し、培養ディッシュ上に 10 
mL/well ずつ播種した。コンフルエントになるまで培養後、培地交換し、20 mL
の 10%FBS-MEM を加え、2 日後メディウムを回収した。これを 10 回繰り返




2.2.2. マウス骨髄細胞由来マクロファージの培養  
 
8 週齢の野生型 C57BL/6J 系統の雄性マウスの大腿骨、脛骨を摘出し筋肉組織
などをきれいに取り除き、氷上の GPBS 中に浸した。クリーンベンチ内で摘出
した骨組織を一本ずつ取り出し、滅菌シャーレ上でナイフを用いて骨の両端を
切断し、26 G のシリンジを用いて骨髄を洗い 10% FBS-MEM 中に回収した。こ
れを 1500 rpm、5 分間遠心分離し、沈渣を 10% FBS-MEM に懸濁し、10% の
CMG14-12 supernatant を加え、ペトリディッシュに播種し、72 時間インキュベー
トした。これをトリプシン-EDTA 処理により細胞を分散し、1500 rpm、5 分間遠
心分離し、沈渣に 10 mLの 10%FBS-MEMを加え、十分に懸濁し、10%のCMG14-
12 supernatant を加え、1×105 cells/mL の密度で各プレートに播種した。細胞が接
着した後、10%FBS-MEM にメディウム交換し、2%の CMG14-12 supernatant お
よび Recombinant mouse receptor activator of NF-B ligand (RANKL)を 20 ng/mL の





2.2.3.1  PLAT-E 細胞の継代方法 
 
液体窒素で凍結保存された PLAT-E 細胞を、37℃の水浴で手早く融解させた
後、細胞懸濁液を 10 mL の 10% FBS を含む DMEM (containing 3.5 g/L sodium 
bicarbonate, 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin) 中に懸濁した。この細胞
懸濁液を、1500 rpm で 5 分間遠心を行い、上清を除去後、10 mL の 10% FBS 
を含む DMEM 中に再び懸濁を行い、培養ディッシュ (NUNC 社製 1 well,φ
100 mm)に播種し、37 ℃、5% CO2 条件下にて培養した。必要に応じて、0.25%





2.2.3.2. 遺伝子導入用 PLAT-E 細胞の調製 
 
 培養ディッシュ (NUNC 社製 1 well,φ100 mm) に 2.2.3.1. に準じて培養した 
PLAT-E 細胞について、トリプシン-EDTA 処理により細胞を分散した。続いて、
37℃に温めた 10% FBS を含む DMEM を加え、1500 rpm で 5 分間遠心を行い、
トリプシン-EDTA の洗浄を行った。遠心したのち、上清を除去し、細胞が 3×
105 cells/mL の濃度になるよう 10% FBS を含む DMEM 中に懸濁し、培養ディ





360 L 滅菌精製水に、導入する plasmid DNA 10 g の mix を加えて、2 M CaCl2 
40 L を加えて、HBS buffer を 400 L 加え、室温下、30 分間反応させた。その
後、2.2.3.2. に準じて培養した細胞に DNA complex を 800 L 添加し、37℃、5% 





 2.2.2.に準じて Wild-type (WT) マウスと Ifrd1 全身欠損マウス (Ifrd1-/-) から採
取し、ペトリディッシュに播種したマクロファージに、2.2.3.3 によって作成した
PLAT-E 細胞培養上清を 5 mL 暴露し、24 時間後培地交換をした後、再び PLAT-
E 細胞培養上清を 5 mL 暴露し、さらに 48 時間培養した。その後、10% FBS-
MEM 中に Blasticidin を 1 g/mL になるように加えた培地に交換し、さらに 48
時間培養した。これをトリプシン-EDTA 処理により細胞を分散し、1500 rpm、5
分間遠心分離し、沈渣に 10 mL の 10%FBS-MEM を加え、十分に懸濁し、2%の
CMG14-12 supernatant および RANKL を 20 ng/mL の濃度で加えた。この時点を






 培養した細胞を、冷 GPBS で 1 回洗浄後、各種 phosphatase inhibitors を含む 1% 
NP-40 を含む NP-40 lysis buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4)、150 mM NaCl、0.5 mM 
EDTA) を加え、ボルテックスして懸濁後、ソニケーター (Taitec 社、VP-5S) を
用いて細胞を超音波破砕し、15000 g 、5 分間遠心して上清を細胞抽出液とした。
抽出液の一部を input として回収し、Protein A agarose 25 µL を加え、4℃、30 分
間反応させた。1500 rpm で 15 秒間、4℃で遠心を行った後、上清を回収し抗 
Ifrd1 抗体、Flag 抗体あるいは normal mouse IgG を 5 g 分を入れ、4℃で 24 時
間反応させた。翌日、50 L Protein A agarose を加え、4℃で 3 時間反応させた
後、NP-40 lysis buffer で 3 回洗浄を行い、沈殿を 5 倍希釈した sodium dodecyl 
sulfate (SDS) 処理液 (10% glycerol, 2% SDS, 0.01% bromphenol blue (BPB), 5% 2-
mercaptoethanol を含む 10 mM Tris-HCl 緩衝溶液(pH 6.8)) で懸濁し、これを 95℃
で 5 分間煮沸し変性させ、使用直前まで-20ºC で凍結保存した。実験当日に凍結
した標品を室温にて融解し、Western blotting 法に用いた。 
 
2.2.5. Western blotting 法 
 
各標品を 10% polyacrylamide gel (濃縮用ゲル濃度 4.5%)を用いて室温で 2 時間
電気泳動 (15 mA/plate) 後、あらかじめ 100% methanol で活性化処理を行ったタ
ンパク質ブロッティング用 PVDF 膜に、30 分間ブロッティング (1.6 mA/cm2) を
行った。ブロッティング終了後、膜を TBST (137 mM NaCl および 0.05% Tween 
20 を含む 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)) で洗浄したのち、5% skim milk を含む
TBST 中で 1 時間ブロッキングを行った。この膜を 1% skim milk を含む TBST で
適当濃度に希釈した一次抗体と 4ºC で約 16 時間反応させ、反応後 TBST で 10
分間 3 回洗浄した。次に、1% skim milk を含む TBST で希釈した peroxidase 標識
二次抗体と室温で 1 時間反応させ、反応後 TBST で 10 分間 3 回洗浄した。続い
て、ECL 検出用試薬と反応させたのち、化学発光を LAS4000IR (富士フイルム) 
を用いて、抗体陽性タンパク質を検出した。 
 







 2.2.2 に準じて、細胞を培養した。RANKL 暴露 24 時間後まで培養した細胞
の培地に 1% formaldehyde を添加し、37℃、5% CO2 条件下にて 10 分間固定を
行った。その後、1 g/mL protease inhibitors ((p-amidinophenyl) methanesulfonyl 
fluoride (APMSF), leupeptin, antipain, benzamidine) を加えた PBS で洗浄した後に
回収し、得られた細胞を SDS lysis buffer  (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-
HCl (pH 8.1), 1 g/mL protease inhibitors) に可溶化させ、氷中で 10 分間順化させ
た。その後、ソニケーターを用いて 10 秒間超音波処理を行った後に 20 秒間氷
中で静置し、合計 6 回超音波処理を行った。 
 
2.2.6.2. Immunoprecipitation (IP) 
 
 得られたサンプルを ChIP dilution buffer (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2 mM 
EDTA (pH 8.0), 16.7 mM Tris-HCl (pH 8.1), 167 mM NaCl, 1 g/mL protease inhibitors)
で 10 倍希釈した後、TE buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.1), 1 mM EDTA (pH 8.0))で 
2 倍希釈した Protein A agarose (1.5 mL beads with 600 g sonicated salmon sperm 
DNA, 1.5 mg BSA, 4.5 mg recombinant protein A / 1.5 mL buffer; 10 mM EDTA, 0.05% 
sodium azide)を 75 L 加え、4℃、30 分間反応させた。1500 rpm で 15 秒間、
4℃で遠心を行った後、上清を回収し抗 p65 抗体あるいは normal mouse IgG を 2 
g 分を入れ、4℃で 24 時間反応させた。翌日、60 L Protein A agarose を加え、
4℃で 1 時間反応させた後、Low salt buffer (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM 
EDTA, 20 mM Tris-HCl (pH 8.1), 150 mM NaCl)、High salt buffer (0.1% SDS, 1% 
Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl (pH 8.1), 500 mM NaCl)、LiCl buffer  
(0.25 M LiCl, 1% NP 40, 1% deoxycholate, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl (pH 8.1))の
順に各 Buffer で洗浄を行い、さらに TE buffer で 2 回洗浄を行った。 
 
2.2.6.3. 固定の解除と DNA の回収 
 
 洗浄終了後、250 L の Elution buffer (10 mM DTT, 1% SDS, 0.1 M NaHCO3) を
用い、常温、15 分で溶出した。遠心で上清を回収したのち、レジンに再び 250  
L Elution buffer を加えてもう一度繰り返した。得られた上清に 5 M NaCl を 20 
L 加え、65℃で 6 時間処理した。その後、0.5 M EDTA 10 L、1 M Tris-HCl (pH 
16 
 
6.5) 4 L、10 mg/mL proteinase K 2 L を加え、45℃で 1 時間処理した。その後、
phenol-chloroform 法により DNA を抽出し、30 L の滅菌精製水で溶解し、使用
時まで -20℃で保存した。なお、PCR に用いたプライマーは Table 1 の通りで
あり、マウス NFATc1 プロモーターの NF-B 結合領域認識するプライマーを設
計した。 
 
2.2.7.  Real-time PCR 法 
 
2.2.6 の方法で得られた DNA を Real-time PCR に用いた。Real-time PCR 用プレ
－ト  (日本ジェネティクス ; FG-1742) に THUNDERBIRDTM SYBR qPCRmix 
(TOYOBO より購入)を 5 L、3 倍希釈した DNA 2.5 L、2.5 M の sense primer
および antisense primer をそれぞれ 0.5 L 加え、総量 10 L になるよう超純水を
加えて Real-time PCR を行った。得られた Ct 値から Input の Ct 値を減じてCt を
得て、PCR 産物の量を算出した。 
Table 1. Primer ( for ChIP Real-time PCR) 





2.2.8. p65 mutant vector 作製 
 
 マウス p65 cDNA が組み込まれた、pMX-p65-bsr を鋳型として Primestar 
mutagenesis basal kit 使用し pMX-p65(K218,221,310R)-bsr (p65 (Mut1))、 
pMX-p65(K122,123,218,221,310R)-bsr (p65 (Mut2))を作製した。用いた primer は
Table 2 の通りである。 
 
Table 2. Primer ( for mutant PCR) 
 Forward primer (5'→3') Reverse primer (5'→3') 
p65K122R TGTGTGAGGAAGCGAGACCTGGAGCAA TCGCTTCCTCACACACTGGATCCCCAG 
p65K123R GTGAGGAGGCGAGACCTGGAGCAAGCC GTCTCGCCTCCTCACACACTGGATCCC 
p65K218R TGCGACAGGGTGCAGAAAGAAGACATT CTGCACCCTGTCGCACAGCAAGAAGAT 
17 
 
p65K221R GTGCAGAGAGAAGACATTGAGGTGTAT GTCTTCTCTCTGCACCTTGTCGCACAG 




 培養した細胞を、冷 GPBS で 1 回洗浄後、各種 phosphatase inhibitors を含む 
Buffer A(10 mM HEPES-NaOH (pH 7.9), 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM KCl)中
でセルスクレーパーを用いて細胞を回収し、0.6% NP-40 を加え、ボルテックス
して懸濁後、15000 g、5 分間遠心した。上清を細胞質画分として回収し、沈殿に
各種 phosphatase inhibitors そして 1% NP-40 を含む NP-40 lysis buffer (10 mM Tris-
HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA) を加え、ボルテックスして懸濁後、ソ
ニケーター (Taitec 社、VP-5S) を用いて細胞を超音波破砕し、15000 g 、5 分間
遠心して上清を核抽出液とした。これを 5 倍希釈した SDS 処理液で懸濁し、こ
れを 95℃で 5 分間煮沸し変性させ、使用直前まで-20ºC で凍結保存した。実験当






2.3.1. Ifrd1 と p65 の相互作用 
 
 2.2.4 に準じて細胞抽出液を調製し、抗 Ifrd1 抗体を用いた免疫沈降により、
Ifrd1 と p65、NFATc1、c-Fos との相互作用を 2.2.5 に準じた Western blotting によ
り検討した。その結果、RANKL 暴露 24 時間の抗 Ifrd1 抗体免疫沈降物に p65 の






Fig. 3 各転写因子と Ifrd1 の相互作用 
 
2.3.2. p65 の脱アセチル化に対する Ifrd1 の影響 
 
2.2.4 の方法に準じて WT と Ifrd1-/-骨髄マクロファージ細胞から細胞抽出液を
調製し、抗 HDAC1 抗体を用いた免疫沈降により、HDAC1 と p65 の相互作用を




Fig. 4 HDAC1 と p65 の相互作用に対する Ifrd1 の影響 
 
次に、2.2.8 の方法に準じて p65 mutant レトロウイルスベクター 
pMX-p65(K218,221,310R)-bsr (p65 (Mut1))、pMX-p65(K122,123,218,221,310R)-bsr 
(p65 (Mut2))を作製した。作製したレトロウイルスベクターを 2.2.3 の方法に準
じて骨髄マクロファージに導入し、2.2.4 の方法に準じて抗 Flag 抗体を用いた
免疫沈降をを行い、抗 Acetyl-lysine 抗体を用いた Western blotting で検出を行っ
た。その結果、p65 (WT)導入群において、Ifrd1-/-細胞では Flag 抗体免疫沈降物
中の Acetyl-lysine のシグナルが増強していた。また、p65 (Mut1)導入群では
Ifrd1-/-細胞で Acetyl-lysine のシグナルが増強していたのに対して、p65 (Mut2)導





Fig. 5 p65 のアセチル化に対する Ifrd1 の影響 
 
2.3.3. p65 核内移行と NF-B 依存的な転写制御に対
する Ifrd1 の影響 
 
2.2.9 に準じて、培養した骨髄マクロファージから核抽出液を調製し、RANKL
暴露後、0、2、4 時間後において核における p65 の発現を Western blotting 法によ
り検討した。その結果、WT に比べ Ifrd1-/-細胞では核抽出液中の p65 のシグナ
ルが 2、4 時間において低下していた (Fig. 6)。 
 
 
Fig. 6 p65 の核内局在 
 
また、2.2.6 に準じて、ChIP assay を行い、RANKL 暴露後 24 時間後において、
NFATc1 プロモーター上の NF-B 結合サイトへの p65 のリクルートを検討した。





Fig. 7 p65 の NFATc1 プロモーターへの結合に対する Ifrd1 の影響 
 
2.4.  考察 
 
 本章で明らかとなったことは骨髄マクロファージにおいて①NF-Bp65 と
Ifrd1 が相互作用すること、②Ifrd1-/-細胞では p65 と HDAC1 の相互作用が減少
すること、③Ifrd1-/-細胞では p65 の K122 と K123 のアセチル化が亢進している
こと、④Ifrd1-/-細胞では p65 の核内での発現が減少し、標的遺伝子である
NFTAc1 プロモーター上への結合が低下していることである。 
 p65 には K122、K123、K218、K221、K310、K314、K315 の 7 か所のアセチル
化されるリジン残基があることが知られている。p65 のアセチル化と脱アセチル
化はアセチル化酵素 CBP/p300 と脱アセチル化酵素 HDAC により制御されてい
る。本章の結果より、p65 の K122 と K123 が Ifrd1-/-細胞ではアセチル化が亢進
しており、HDAC1 との相互作用が減弱していたことから、Ifrd1 が HDAC1 を介
した p65 の脱アセチル化を促進していることが考えられる。p65 の K122、K123
はアセチル化されることで、DNA 結合能が低下し、NF-B を抑制するタンパク
質である IB との相互作用が増強され、核外への移行が高まることが知られて
いる。これは本章において、Ifrd1-/-細胞では p65 の K122、K123 アセチル化が亢
進しており、核内における p65 の発現が低下していた結果と一致する。以前ま
でのデータで示されていた Ifrd1 による NF-B 活性の制御は p65 の脱アセチル
化によるものと考えられる。 










































Chapter 3 骨芽細胞における Ifrd1 発現制御機
構解析 
  
3.1.  序文 
 
 当研究室ではこれまでの研究結果から、破骨細胞において RANKL 刺激によ




 骨芽細胞は未分化間葉系幹細胞から前骨芽細胞を経て分化するが (Ellies et al., 
1993)、それぞれの細胞の分化調節機構には特異的な転写因子が関与することが
知られている。間葉系幹細胞から前骨芽細胞の分化には Runx2 や Osterix が重要
な役割を担っており (Luria et al., 1987, Yamaguchi et al., 2000) 骨形成を誘導する
分泌タンパク質である BMP は Runx2 の細胞内シグナルの上流に存在し
Smad1/5/8 のリン酸化を介した Runx2 の転写促進により骨芽細胞分化を誘導す
る (Ducy et al., 1997)。Runx2 は Osteocalcin のプロモーターに結合する転写因子
として発見されたが、Osteocalsin 以外にも Type I コラーゲン、オステオポンチ
ン、骨シアロタンパク質といった、骨を構成する骨基質タンパク質の発現を制御




現し、機能的役割を持つことが報告されている（Vadivelu et al., 2004）。しかしな
がら、Ifrd1 がどのような発現制御を受けているかは報告がなく、また、骨芽細
胞に関しては Ifrd1 が発現しているのかも報告されていない。 





Fig. 8 骨芽細胞の分化 
 
3.2.  方法 
 
3.2.1.  マウス頭蓋骨由来初代培養骨芽細胞の培養 
 
生後 2-6 日齢の C57BL/6J 系野生型 (WT) 新生仔マウスを断頭し、頭蓋骨皮膚
を剥離したのち、頭蓋骨前頭部を摘出して phosphate buffered saline (PBS)中に回
収した。頭蓋骨に付着した血球や髄膜をきれいに取り除いた後、PBS で洗浄し
た。頭蓋骨を 4 mM EDTA を含む PBS 中で 10 分間反応させた。さらにこの操作
を 2 回繰り返し、EDTA 溶液を PBS で完全に取り除いた。続いて頭蓋骨を酵素
溶液 (0.2% collagenase を含むMEM) 20 mL 中で 37ºC、5 分間攪拌させ細胞を分
散後、細胞浮遊画分を吸引除去した。次いで、新しい酵素溶液 10 mL を添加し
37ºC で 20 分間攪拌後、細胞浮遊画分を 10% FBS を含むMEM 中に回収した。
回収画分を細胞ろ過用フィルターで濾過し、濾液を 250 g、5 分間遠心分離後、
得られた沈渣をMEM-10% FBS で懸濁したのち、1.0104 cells/cm2の密度で各プ
レートに播種した。細胞調製の翌日に、メディウムを 50 g/mL ascorbic acid、5 
mM -glycerophosphate を含む MEM-10% FBS に交換し、この時点を培養 0 日
目とした。培養メディウムは 3 日おきに交換し、最大 28 日目まで細胞を培養し










 培養した細胞を、冷 GPBS で 1 回洗浄後、各種 phosphatase inhibitors を加えた 
1% NP-40 を含む NP-40 lysis buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.5 mM 
EDTA) を加え、ボルテックスして懸濁後、ソニケーター (Taitec 社、VP-5S)を用
いて細胞を超音波破砕し、15000 g 、5 分間遠心して上清を細胞抽出液とした。
回収した細胞液に SDS 処理液 (10% glycerol, 2% SDS, 0.01% bromphenol blue 
(BPB) , 5% 2-mercaptoethanol を含む 10 mM Tris-HCl 緩衝溶液 (pH 6.8)) を 5 分
の１量加え懸濁し、これを 95℃で 5 分間煮沸し変性させ、使用直前まで-20ºC で
凍結保存した。実験当日に凍結した標品を室温にて融解し、Western blotting 法に
用いた。 
3.2.3. Western blotting 法 
 










 培養ディッシュ (NUNC 社製マルチディッシュ 48 well) の各 well に 3.2.1. 
に準じて単離した骨芽細胞を10×104 cells/mL の濃度になるよう 10% FBS を含
むMEM (antibiotic(-))中に懸濁し、培養ディッシュ上に 0.5 mL/well ずつ播種し




40 L opti-MEM に、導入する plasmid DNA 0.34 g の mix を加えて、
LipofectaminLTX 1 L を加えて室温下、30 分間反応させた。その後、3.2.4.1 に
準じて培養した細胞に DNA-lipofectamin complex を 40 L 添加し、37℃、5% 
CO2 条件下で 24 時間培養後、BMP2 暴露群には BMP2 を最終濃度 100 ng/mL に
なるように添加し、その後 24 時間培養を行った。 
 
3.2.5. Luciferase reporter assay 
 
3.2.5.1. Plasmid construct 作製 
 
マウス Ifrd1 プロモーター領域が組み込まれた plasmid として、マウス Ifrd1 
プロモーター領域(-4442~+160 bp)が組み込まれた、pGL3-basic Ifrd1 promoter    
(-4442~+160 bp)を作製した。また、deletion construct は pGL3-basic Ifrd1 promoter 
(-1281~+160 bp)、  pGL3-basic Ifrd1 promoter (-396~+160 bp)、pGL3-basic Ifrd1 
promoter (-113~+160 bp)を作製した。 
これは、pGL3-basic Ifrd1 promoter (-4442~+160 bp)を MluI と BlnI、もしくは MluI







 3.2.4. に準じて遺伝子導入を行った。導入する plasmid DNA 0.34 g は、2.2.4.1. 
に準じて作製した pGL3-basic Ifrd1 promoter (-4442/-1281/-396/-113~+160 bp)を 0.1 




3.2.5.3. Reporter assay 
 
 3.2.5.2. に準じて遺伝子導入を行った細胞を、PBS で 2 回洗浄後、Passive 
Lysis Buffer (Promega)を用いて回収し、測定まで -80℃で保存した。ルシフェラ





3.2.6. Chromatin immunoprecipitation assay (ChIP 
assay) 
 
 2.2.6 の方法に準じて行った。用いた primer は Table 3 の通りである。 
 
Table 3. Primer ( for ChIP PCR) 












3.3.1. 初代培養骨芽細胞における Ifrd1 の発現変動  
 
 3.2.1.に準じて骨芽細胞の培養を行い、各日数における Ifrd1 発現の変動を Ifrd1
に対する抗体を一次抗体として Western blotting 法により解析した。その結果、
骨芽細胞には Ifrd1 がタンパク質レベルで発現し、培養 0、7 日目においてシグ
ナルが高く、培養後期にはシグナルが減少した (Fig. 10)。 
 
 
Fig. 10 骨芽細胞における Ifrd1 の発現 
 
次に、骨芽細胞の分化を促進するサイトカインである BMP2 の暴露を行
い、Ifrd1 の発現を Western blotting で検討した。BMP2 により発現上昇するポ
ジティブコントロールには Runx2 を用いた。その結果、BMP2 100 ng/ml の暴
露により Ifrd1 タンパク質のシグナルが上昇した。 (Fig. 11)。 
 
Fig. 11 BMP2 刺激による Ifrd1 の発現 
28 
 
3.3.2. BMP2シグナルの Ifrd1プロモーターへの影響  
 
3.2.5. に準じて遺伝子導入を行い、BMP2 刺激による Ifrd1 プロモーター      
(-4442~+160bp)のプロモーター活性の変化を測定した。その結果、24 時間の
BMP2 刺激によりルシフェラーゼ活性の上昇が認められた (Fig. 12)。 
 
 
Fig. 12 BMP2 による Ifrd1 プロモーター活性の上昇 
 
3.3.3. 各種 BMP2 応答性 Smad の Ifrd1 プロモータ
ーへの影響 
 
 3.2.5 に準じて Smad 発現ベクターを導入し Smad による Ifrd1 プロモーター活
性化を検討した。その結果、Smad1/4、Smad5/4、Smad8/4 の導入により、Ifrd1 の





Fig. 13 Smad タンパク質の Ifrd1 プロモーターへの影響 
3.3.4.  Deletion construct を用いた解析 
 
Ifrd1 のプロモーター解析を行った結果、上流 4442 bp までに、マウスとヒト




Fig. 14 マウスとヒトの Ifrd1 プロモーター相同性 
 
そこで、deletion construct を用いて 3.2.4. に準じて遺伝子導入を行い、Smad1/4
発現ベクターの導入による Ifrd1 のプロモーター活性を測定した。その結果、
Smad1/4 導入により、-4442~-327 bp までの deletion construct プロモーターにおい
てはルシフェラーゼ活性の上昇が認められたのに対して、-113 bp のプロモータ





Fig. 15 Ifrd1 プロモーターdeletion construct への Smad の影響 
 
3.3.5.  ChIP assay 
 
3.2.6. に準じて BMP2 刺激 24 時間後の培養骨芽細胞で抗 Smad1 抗体を用いた
ChIP assay を行った。その結果、BMP2 刺激群においてのみ、Smad1 抗体免疫沈
降物に Ifrd1 プロモーター -274~-134 bp を増幅するプライマーによりシグナル
が検出された (Fig. 16)。 
 
 





 本章で明らかとなったことは、①骨芽細胞において Ifrd1 が培養初期に高い発
現を示すこと、②骨芽細胞において BMP2 暴露により Ifrd1 のタンパク質が発現
上昇すること、③骨芽細胞において Smad1/4、Smad5/4、Smad8/4 共導入によっ
て Ifrd1 プロモーターの活性が上昇すること、③Smad1/4 によるプロモーター活
性の上昇には-327~-113 bp の配列が重要であること、④BMP2 刺激をした骨芽細
胞で Smad1 抗体を用いた ChIP assay に産物に Ifrd1 プロモーター-274~-134 bp が
含まれていることである。 
 BMP2 は骨芽細胞の BMP レセプターに結合することで Smad1/5/8 をリン酸化
により活性化し、骨芽細胞の分化に必須の遺伝子を転写促進する。本章において、
骨芽細胞に BMP2 を暴露することにより Ifrd1 プロモーターの活性化、Ifrd1 タン
パク質の発現上昇が確認され、Smad1/4による Ifrd1プロモーター活性化とSmad1
の Ifrd1 プロモーターへのリクルートが確認されたことから、BMP2 が Smad1/5/8
を介して Ifrd1 の転写を促進することで Ifrd1 発現上昇が起こると考えられる。 
 Deletion construct を用いた解析において、Ifrd1 プロモーター-327~+160 bp で
Smad1/4 によるプロモーター活性上昇が起こったのに対して、-113~+160 bp では
プロモーター活性の上昇が起こらなかったことから、-327~-113 bp の間にある
Smad 結合サイト (-235~-228 bp) が重要であると示唆された。さらに ChIP assay
の結果から、BMP2 暴露により Smad1 が Ifrd1 プロモーター上の-274~-134 bp の
Smad 結合サイトに結合する可能性が示唆された。これらの結果から、骨芽細胞
に BMP2 刺激が加わると、Smad1 が活性化され、Ifrd1 プロモーター上-235~-228 
bp にある Smad 結合サイトに Smad1 が結合し、Ifrd1 の転写が促進されること
で、Ifrd1 の発現が上昇することが考えられる。 
以上の結果より、骨芽細胞において骨形成因子 BMP2 によって、Ifrd1 の発現
上昇が起こることが示唆された。しかし、この発現上昇が骨芽細胞においてどの
ような働きを持つかは明らかになっていない。したがって、次章において骨芽細










Chapter 4 骨芽細胞分化成熟に対する Ifrd1 の
影響 
  
4.1.  序文 
 
 前章までに、骨芽細胞培養初期において Ifrd1 が高い発現を示し、BMP2 刺激
により Ifrd1 が発現上昇することが確認された。Ifrd1 は転写調節因子であり、機
能面においては、ヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC) 複合体の一種である SIN3
複合体と結合することによりコリプレッサーとして機能し (Vietor et al., 2002)、
オステオポンチンの発現を制御することが報告されている (Vadivelu et al., 2004, 
Vietor et al., 2002)。また、筋芽細胞において MyoD 発現を上昇させることで筋芽
細胞分化を促進し、筋肉の修復を促進することが報告されている (Montagnoli et 
al., 1996)。筋芽細胞と骨芽細胞はどちらも間葉系幹細胞由来の細胞であり、BMP2
は骨芽細胞の分化成熟に重要なタンパク質であるため、BMP2 により Ifrd1 が発
現上昇することは、骨芽細胞において Ifrd1 が何らかの機能的役割を持つことが
予想される。 




(Freudlsperger et al., 2013)。Ifrd1 が NF-B の機能制御にかかわることから、これ
らの骨芽細胞機能制御に Ifrd1 が関与する可能性が考えられる。 
  そこで本章では、Ifrd1 ノックアウト細胞を用いて、骨芽細胞分化成熟にお
ける、Ifrd1 の機能について検討した。 
 







4.2.2. 培養骨芽細胞 Alizarin Red S 染色 
 
培養細胞の培地を除去し、PBS で 1 回洗浄したのち、70 % EtOH 中で 60 分
間固定した。超純水 で 3 回洗浄後、0.4% Alizarin Red S 溶液で 10 分間染色し
た。超純水で 3 回洗浄後、PBS で 15 分間処理し、非特異的な染色を脱色させた。
その後、70% EtOH、100% EtOH の順に処理し、脱水させ、風乾後観察した。観




回収した細胞を、ISOGEN を用いて total RNA を抽出した。細胞および組織か
ら抽出した total RNA 1 g に対し、DNase (1 unit/L、Promega) 1 L、10×DNase 
buffer 1 L を加え、全量が 10 L になるように DEPC water を加え、37 ºC で 20
分間反応させた。その後 RQ1 DNase stop solution (Promega)を 1 L 加え、Oligo 
(dT)18 Primer (50 M、Sigma genosys) 1 L、10 mM dNTP mix (Takara Bio) 3.6 L、
DEPC water 4.4 L を加え、65ºC、5 分間加熱し、すぐに氷令した。そこに 5×First-
Strand Buffer (Invitrogen) 6 L、0.1 M DTT (Invitrogen) 3 L、M-MLV Reverse 
Transcriptase (200 unit/L、Invitrogen) 0.5 L、DEPC water 0.5 L を加え、37ºC、
60 分間反応させた。続いて 70ºC、15 分間加熱することにより、逆転写酵素を失
活させた。 
 
4.2.4.  Real-time PCR 法 
 
4.2.3 の方法で得られた cDNA を Real-time PCR に用いた。Real-time PCR 用プ
レ－ト (日本ジェネティクス; FG-1742)に THUNDERBIRDTM SYBR qPCRmix 
(TOYOBO より購入)を 5 L、3 倍希釈した cDNA 2.5 L、2.5 M の sense primer
および antisense primer をそれぞれ 0.5 L 加え、総量 10 L になるよう超純水を
加えて Real-time PCR を行った。得られた Ct 値から内部標準 36b4 の Ct 値を減






Table 4. Primer ( for Real-time PCR) 
Gene Forward primer (5'→3') Reverse primer (5'→3') 
Col1a1 GCTCCTCTTAGGGGCCACT CCACGTCTCACCATTGGGG 
Osteocalcin AGCAAGAAACTCTTCCAAGCAA GTGAGATTCGTCAGATTCATCCG 
Smad6 ATCACCTCCTGCCCCTGT CTGGGGTGGTGTCTCTGG 
Smad7 AAGATCGGCTGTGGCATC CCAACAGCGTCCTGGAGT 
 






 3.2.4 の方法に準じて行った。 
 
4.2.7. Chromatin immunoprecipitation assay (ChIP 
assay) 
 
 3.2.6 の方法に準じて行った。使用したプライマーは以下の通りである。 
 
Table 5. Primer ( for ChIP Real-time PCR) 









 3.2.3 の方法に準じて行った。 
 










 培養細胞の培地を除去し、PBS で 1 回洗浄したのち、4% PFA/PBS 中で 15 
分間固定した。PBS で 3 回洗浄後、0.1% Triton X-100 を含む PBS 中で 15 分
間処理した。PBS で 3 回洗浄後、0.1% Triton X-100 を含む 5% NGS/PBS をブ
ロッキングとして室温で 1 時間反応させた。その後、0.1% Triton X-100 を含む 
2% NGS/PBS でそれぞれ 400 倍希釈した抗 p65 抗体 1 次抗体として室温で 2 
時間反応させたのち、PBS で 3 回洗浄した。次に、Alexa-633 で標識されたヤ
ギ抗ウサギ IgG 抗体を PBS で 400 倍に希釈したものを、2 次抗体として室温
で 2 時間反応させたのち、PBS を用いて 3 回洗浄した。その後、10 µg/mL の
Hoechst33342 を添加した PBS 中で室温下、5 分間インキュベートし、PBS で 1 






 3.2.1 の方法に準じて骨芽細胞を調製し、2.2.3 の方法に準じて調製したウイ
ルス上清を骨芽細胞培養メディウムに添加することでレトロウイルスを感染さ
せた。発現ベクターには pMX-p65-bsr (p65 (WT))、                
pMX-p65(K218,221,310R)-bsr (p65 (Mut1))、 
36 
 





る Ifrd1 の影響 
 
 4.2.2.に準じて WT マウスと Ifrd1-/-マウスの骨芽細胞の培養を行い、培養 28 日
目におけるカルシウム蓄積を Alizarin Red S 染色により解析した。その結果、
Ifrd1-/-細胞では Alizarin Red S 染色面積が増加していた (Fig. 17)。 
 
 
Fig. 17 Ifrd1 欠損細胞でのカルシウム蓄積部位の増加 
  
4.3.2. 骨芽細胞分化マスターレギュレーターの発現
に対する Ifrd1 の影響  
 
 4.2.1.に準じて骨芽細胞の培養を行い、各日数における骨芽細胞分化マスター
レギュレーターである Runx2、Osterix、p-Smad1/5/8 発現の変動を Western blotting
法により解析した。その結果、Ifrd1-/-細胞では培養 0 日目の Runx2、p-Smad1/5/8










4.2.1 に準じて、骨芽細胞を培養し、骨芽細胞分化マーカーの mRNA 発現を、
各遺伝子を特異的に認識するプライマーを用いて (Table 4) Real-time PCR 法に
より検討した。その結果、Col1a1、Osteocalcin の発現が Ifrd1-/-細胞では有意に
増加していた。一方で、Smad7 の発現が Ifrd1-/-細胞では有意に低下していたの






Fig. 19 骨芽細胞マーカー遺伝子の発現 
 
4.3.4.  p65 核内移行と NF-B 依存的な転写制御に
対する Ifrd1 の影響 
 
4.2.10 に準じて、培養骨芽細胞から核抽出液を調製し、各日数における p65 の
核内発現を Western blotting 法により検討した。その結果、WT に比べ Ifrd1-/-細
胞では核内の p65 のシグナルが低下していた (Fig. 20)。また、2.2.9 に準じて、
培養細胞の免疫染色を行い p65 の核内移行を検討した。その結果、Ifrd1-/-細胞で
は核における p65 の染色性が低下していた。 
 
 
Fig. 20 p65 の核内局在 
 
そこで、4.2.7 に準じて、ChIP assay を行い、Smad7 プロモーター上の NF-B
結合サイトへの p65 のリクルートを検討した。その結果、WT と比較して、Ifrd1-






Fig. 21 p65 の NFATc1 プロモーターへの結合に対する Ifrd1 の影響 
 
4.3.5.  p65 の脱アセチル化に対する Ifrd1 の影響 
 
4.2.5 の方法に準じて WT と Ifrd1-/-細胞から細胞抽出液を調製し、抗 HDAC1
抗体を用いた免疫沈降により、HDAC1 と p65 の相互作用を検討した (Fig. 22)。
その結果、Ifrd1-/-細胞において、HDAC1 抗体免疫沈降物中の p65 シグナルが減
弱していた。一方で、HDAC2 抗体では著明な変化は確認されなかった。また、
HDAC3 と HDAC4 抗体では p65 のシグナルは確認されなかった。 
 
 
Fig. 22 HDAC と p65 の相互作用に対する Ifrd1 の影響 
 
次に、p65 mutant レトロウイルスベクター 
pMX-p65(K218,221,310R)-bsr (p65 (Mut1))、pMX-p65(K122,123,218,221,310R)-bsr 
(p65 (Mut2))レトロウイルスベクターを 4.2.12 の方法に準じて骨芽細胞に導入
し、抗 Flag 抗体を用いた免疫沈降をを行い、抗 Acetyl-lysine 抗体を用いた
Western blotting で検出を行った。その結果、破骨細胞の結果と同様に p65 (WT)
導入群において、Ifrd1-/-細胞では Flag 抗体免疫沈降物の Acetyl-lysine のシグナ
ルが増強していた。また、p65 (Mut1)導入群では Ifrd1-/-細胞で Acetyl-lysine の












が上昇していること、③Ifrd1-/-細胞では Smad7 の mRNA 発現が減少しているこ
と、④破骨細胞同様に Ifrd1-/-細胞では NF-Bp65 の核内移行が低下しているこ
と、⑤NF-Bp65 の Smad7 プロモーター上へのリクルートが減少していること、
⑥破骨細胞同様に Ifrd1-/-細胞では p65 と HDAC1 の結合が低下しており、p65 の
K122、K123 の脱アセチル化も抑制されていることである。 
 骨芽細胞はマスターレギュレーターである p-Smad/Runx2/Osx の経路により骨
芽細胞の分化に必須の遺伝子の転写を促進することで分化を正に制御している。
一方 Smad6/7 は抑制性 Smad として働き、Smad1/5/8 のシグナルを抑制すること
が知られており、NF-B は Smad7 の転写を促進することで、Smad シグナルに対
して抑制的に働く転写因子である。本章において、Ifrd1-/-骨芽細胞は、破骨細胞















する Ifrd1 の影響 
  
5.1.  序文 
 








破骨細胞の分化を抑制することが知られている(Atkins et al., 2003)。そのため、生
体内における骨リモデリングを詳細に検討するには骨芽細胞に発現する
RANKL の量や破骨細胞とのクロストークを知ることは必須のことになってい
る。RANKL は主に核内レセプターである Vitamin D レセプターの働きにより転
写が促進され、骨のカルシウム放出に関わることが報告されており(Baldock et al., 
2006)、一方で OPG は Wnt/-catenin シグナルにより転写を制御されている(Sato 
et al., 2009)。そして、これらの転写制御には数多くの転写調節因子も関わってい
る。 




5.2.  方法 
5.2.1.  共培養系 
 





上に播種し、10 nM Vitamin D[1,2,5-(OH)2D3]、2% M-CSF を含む 10% FBS/MEM
で 8 日間培養した。また、OPG 中和抗体添加群には OPG 中和抗体(R&D AF459)
を 1 μg/ml の濃度で添加した。 
 
5.2.2. TRAP staining  
 
必要な日数まで培養した細胞を、PBS で洗浄した後、4% paraformaldehyde で
10 分間、室温で固定した。さらに PBS で洗浄し、EtOH : acetone = 1 : 1 の液に浸
した後、溶液を除去し完全に風乾した。用時調製した TRAP 染色溶液 (50 mM 
acetate buffer (pH 5.0), 0.22 mM naphthol AS-MX phosphate, 1.33 mM fast red violet 
LBsalt, 0.11 M N,N-dimethyl formamide) を添加し、37 ºC で 20~30 分反応させた。
染色され十分に赤紫色になったら、TRAP 染色液を除去し、超純水で洗い、PBS











Table 6. Primer ( for Real-time PCR) 
Gene Forward primer (5'→3') Reverse primer (5'→3') 
Opg CCTTGCCCTGACCACTCTTAT CACACACTCGGTTGTGGGT 










 3.2.4 の方法に準じて行った。 
 
5.2.7. Chromatin immunoprecipitation assay (ChIP 
assay) 
 
 2.2.6 の方法に準じて行った。使用した primer は以下の通りである。 
 
Table 7. Primer ( for ChIP Real time PCR) 





5.2.8.  Western blotting 法 
 
 2.2.5 の方法に準じて行った。 
 



















生後 1 日齢の C57BL/6J 系 WT または Ifrd1-/-マウスから採取した脛骨を 4% 
paraformaldehyde で 1-2 日間固定し、20% EDTA により 2 日間脱灰した後、30% 
sucrose に 2 日間浸した。30% sucrose で置換した骨標本は、ドライアイスで凍結
した後、Tissue-Tek O.C.T. Compound で包埋し、-20ºC に設定したクライオスタッ
トを用いて厚さ 10 m の凍結切片を作製し、スライドグラスに貼り付けた。こ
れら切片は、よく乾燥させた後、in situ hybridization に使用した。 
 
 
5.2.12.2 骨組織切片の in situ hybridization 法 
 
4.2.9.1.の方法で作製した骨組織凍結切片を 4% paraformaldehyde で 20 分間後
固定した後、0.1 M phosphate buffer (PB)(pH 7.4)で 10 分間、3 回洗浄した。次い
て 0.2 M HClで 10分間処理した後 PBで 10分間、3回洗浄した。その後、proteinase 
K 溶液 (10 g/mL proK in PB)で 5 分間処理し、PB で 5 分間、3 回洗浄した。続
いて 0.25% 無水酢酸/0.1 M Triethanolamine で 10 分間処理し、PB で 5 分間 1 回
洗浄後、70% EtOH および 95% EtOH でそれぞれ 5 分間洗浄した後、切片を室温
で 20 分間風乾した。Pre-hybridization (65ºC、60 分) 後、DIG 標識 cRNA プロー
ブを Hybridization buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.3 M NaCl, 5× SSC, 10% dextran 
sulfate, 2% Denhardt’s, 50% de-ionized formamide, 0.2 mg/mL yeast tRNA)に適当な
濃度に希釈し、使用直前に 85 ºC で 5 分間熱変性させた後、急冷した。変性後の
プローブを切片に滴下し、2× SSC で湿らせた湿箱中に置き、65 ºC で一晩反応さ
45 
 
せた。翌日、切片を 4× SSC (65ºC、20 分)、High stringency (2× SSC / 50% de-ionized 
formamide) (65ºC、30 分)、TNE buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.5)) (37ºC、10 分 3 回)、
RNaseA 溶液 (8 g/mL RNaseA in TNE buffer) (37ºC、30 分)、TNE buffer (37ºC、
10 分)、2× SSC (65ºC、30 分)、0.2× SSC (65ºC、30 分)、Buffer 1 (100 mM Tris-HCl 
(pH 7.5), 150 mM NaCl)(室温、10 分)、 blocking reagent (1.5% blocking reagent in 
Buffer1) (室温、1 時間)、Buffer1 (室温、2 分)の順に反応させた。その後、0.5% 
blocking reagent で 500 倍希釈した alkaline phosphatase 標識抗 DIG 抗体と 4ºC で
16 時間抗体反応させた。反応後の切片を buffer1 (0.2% Tween) で、室温で 15 分
間、4 回洗浄後、Buffer3 (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl (pH 9.5), 50 mM MgCl2)
に室温で 10 分間浸し、Buffer3 で 50 倍に希釈した NBT/BCIP を切片上に滴下し
て、適当な発色が得られるまで室温で遮光して反応させた。発色後、Buffer3 に
室温で 5 分浸し反応を止めた後、TE で 5 分洗浄後、50% グリセロールで封入し




5.3.1. 骨芽細胞/破骨細胞共培養系における Ifrd1 の
影響  
 
 5.2.1.に準じて WT マウスと Ifrd1-/-マウスから骨芽細胞と骨髄マクロファージ
を調製し、共培養を行い破骨細胞の分化を 5.2.2.に準じた TRAP 染色により検討
した。その結果、破骨細胞で Ifrd1 がノックアウトされている群、骨芽細胞でノ
ックアウトされている群、両方の細胞でノックアウトされている群では、WT の





Fig. 24 共培養系における Ifrd1 の影響 
 
5.3.2. 破骨細胞分化誘導因子発現に対する Ifrd1 の
影響 
  
5.2.3 の方法に準じて、WT 骨芽細胞と Ifrd1-/-骨芽細胞から total RNA を調製
し、骨芽細胞が産生する破骨細胞調節因子の mRNA 発現量を Real-time PCR で




Fig. 25 Opg の発現に対する Ifrd1 の影響 
 
 また、5.2.11.の方法に準じて、WT と Ifrd-/-の P1 マウスから脛骨を採取し、in 




一方で、Rankl では著名な変化は観察されなかった(Fig. 26)。 
 
 
Fig. 26 In situ hybridization 
 
5.3.3.  Ifrd1-/-細胞に対する OPG 中和抗体の影響 
 
 5.2.1 に準じて、WT 骨芽細胞と Ifrd1-/-骨芽細胞を調製し、WT 骨髄マクロフ
ァージとの共培養系に OPG 中和抗体存在下、非存在下で TRAP 陽性破骨細胞数
の検討を行った。その結果、Ifrd1-/-コントロール IgG 群では TRAP 陽性細胞数
の減少が見られるのに対して、OPG 中和抗体存在下の Ifrd1-/-群では、TRAP 陽





Fig. 27 OPG 中和抗体の骨芽細胞誘導性破骨細胞形成に対する影響 
 
5.3.4. 転写因子-catenin 活性に対する Ifrd1 の影響  
  
5.2.5 に準じて、WT 骨芽細胞と Ifrd1-/-細胞を調製し、-catenin 依存的な転写
活性を測定する TOPFLASH-Luc を導入し、-catenin の活性を検討した。その結
果、Ifrd1-/-細胞ではルシフェラーゼ活性が上昇した。また、TOPFLASH-Luc に









Fig. 28 -catenin 活性に対する Ifrd1 の影響 
 
5.3.5. -catenin 核内移行に対する Ifrd1 の影響  
  
3.2.1 に準じて培養した骨芽細胞に Wnt3a 10 ng/mL を 24 時間暴露後、培養骨
芽細胞から核抽出液を調製し、-catenin の核内発現を Western blotting 法により
検討した。その結果、WT コントロール群では核内の-catenin 発現は確認できず、
Wnt3a 暴露により核内の-catenin シグナルを検出した。一方で、Ifrd1-/-細胞では










Fig. 29 -catenin の核内局在に対する Ifrd1 の影響 
 
また、5.2.6 に準じて、ChIP assay を行い、Opg プロモーター上の-catenin 結合
サイトへの-catenin のリクルートを検討した。その結果、WT と比較して、Ifrd1-




Fig. 30 -catenin の Opg プロモーターへの結合に対する Ifrd1 の影響 
 
5.3.6.  -catenin の脱アセチル化に対する Ifrd1 の
影響 
 
5.2.8 の方法に準じて WT と Ifrd1-/-骨芽細胞から細胞抽出液を調製し、抗





での-catenin シグナルには著明な変化は確認されなかった(Fig. 31)。 
 
 
Fig. 31 HDAC1 と-catenin の相互作用に対する Ifrd1 の影響 
 
次に、5.2.4 の方法に準じて細胞抽出液を調製し、抗 Acetyl--catenin (K49) を
用いた Western blotting により WT と Ifrd1-/-骨芽細胞で-catenin のアセチル化を
検討した。その結果、WT コントロール群と比較して Wnt3a 暴露群では Acetyl-
b-catenin シグナルが増強された。一方で、Ifrd1-/-細胞ではコントロール群でも












HDAC1 との相互作用が減弱し、-catenin の K49 のアセチル化が亢進しているこ
とである。 











定化し、機能が増強される。-catenin は脱アセチル化酵素 HDAC とアセチル化
酵素 CBP により、アセチル化を制御されている。Ifrd1-/-細胞では-catenin と
HDAC1 との相互作用が減弱しており、また Acetyl--catenin (K49) のシグナルが
増加していたことから、Ifrd1 が HDAC1 を介した-catenin の脱アセチル化を介
して、-catenin の機能を抑制していることが考えられる。 


















 2、3、4、5 章において Ifrd1 が破骨細胞の分化を促進し、骨芽細胞の分化成熟
を抑制する一方、OPG の発現を抑制することで骨量を減少させることが示唆さ
れた。そこで本章はこの in vitro での結果が生体レベルで見られるのかを検討す







 骨を摘出する 6日前と 2日前の 2回、カルセイン (2.5 mg/mL)を 200 L/mouse
腹腔内投与し、骨標識を行った。 
 
6.2.2. RANKL 投与骨粗鬆症モデルマウス作製 
 
6.2.2.1 タンパク質精製用大腸菌株 BL21 調製  
 
 大腸菌株 BL21 を SOB 培地中で、OD550=0.5 になるまで培養し、3000 rpm で 10
分間遠心して集菌した。大腸菌を 10 mLのRF1 buffer (100 mM RbCl, 50 mM MnCl2, 
10 mM CaCl2, 15% glycerol, 30 mM CH3COOK (pH 5.8))で懸濁して 30 分間処理し
た。その後 3000 rpm で 10 分間遠心して集菌した。大腸菌を 2 mL の RF2 buffer 





6.2.2.2 GST-RANKL の調製  
  
 タンパク質精製用 BL21 に大腸菌発現ベクターpGEX-GST-RANKL を 50 ng 加
え、37℃で 1 分間ヒートショック処理を行った。大腸菌をアンピシリン 100 g/ml
含有の LB 寒天培地に播種し、12 時間後コロニーをピックアップした。ピック
アップした大腸菌をアンピシリン 100 g/ml 含有 LB 培地中で OD600=0.5 となる
まで培養し、タンパク質発現誘導には 50 M IPTG を加え GST-RANKL の発現を
誘導した。12 時間培養後、大腸菌を 100 g/ml lysozyme を含む B-PER Bacterial 
Protein Extraction Reagent (Thermo:78248) でホモジナイズし、15000 g で 10 分間
遠心し、不溶性画分を沈殿させ上清を Glutathione-beads column (GE healthcare: 
17075601)に通し、GST-RANKL を調製した。 
 
6.2.2.3 GST-RANKL 投与  
 





 生後 8 週齢の時点でマウスを解剖し、脊椎を摘出し、70%EtOH で固定した
後、70%EtOH、80%EtOH、95%EtOH、及び 100%EtOH で 2 回脱水し、浸潤溶液
に 2 日間浸し methyl methacrylate monomer (MMA) 樹脂で包埋した。マイクロト
ームを用いて厚さ 7 m の切片を作製し、スライドグラスに貼り付けた。これら
の切片をプレスし 2 日間 50℃の恒温槽で、その後 2 日間室温に静置し乾燥させ
た後、染色に使用した。 
 
6.2.4. von Kossa 染色 
 
1-acetoxy-2-methoxyethane (AME)中で作製した切片の MMA 樹脂を除去し、ア
ルコール系列で水和後（100% EtOH で 2 回、95%、80%、70%、蒸留水の順）1% 
AgNO3 水溶液に 1 分間反応させた。スライドガラスを蒸留水で 1 回洗浄し、
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sodaformol 水溶液に 1 分間反応させた。その後、蒸留水で 1 回洗浄し、5% sodium 
thiosulfate 水溶液に 1 分間浸けた。蒸留水で 1 回洗浄後、von Gieson 液に 1 分間










6.2.6. TRAP 染色 
 
AME 中で作製した切片の MMA 樹脂を除去し、アルコール系列で水和後、37℃
で温めた 100 mL の Stock Basic Incubation Medium に 37℃で 30 分浸した。その
後、Naphthol AS-BI Phosphate Substrate を 1 mL 混ぜ、さらに 37℃で 30 分浸した。
sodium nitrite に pararosaniline dye を加えた液を常温の新しい Stock Basic 
Incubation Medium に混ぜ、切片を 60～90 分間反応させた。蒸留水で洗浄後、
Carrazi’s hematoxylin で 1 分間反応させ、再度蒸留水で洗浄し、50％グリセロー
ル in TE で封入した。 
 
6.2.7. 骨形態計測  
 
Image J を用いて von Kossa 染色後の切片で単位骨量 (組織全体の体積に占め
る骨梁全体の体積、Bone volume / Tissue volume : BV/TV)を計測した。 
Osteomeasure を用いて切片のカルセイン標識した 2 重ラベルの間隔から骨形成
率 (単位骨梁面あたりの骨形成速度、Bone formation rate / Bone surface : BFR/BS)
を計測した。また、7m の切片で破骨細胞面(骨梁表面全体における破骨細胞が
付着している面の割合、Osteoclast surface / Bone surface : Oc.S/BS)、Toluidine blue
染色後の切片で骨芽細胞面 (骨梁表面全体における骨芽細胞が付着している面
の割合、Osteoblast surface / Bone surface : Ob.S/BS)を計測した(方法は Kajimura et 
al., 2011、Parfitt et al., 1987 に準じている)。 
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6.2.8. 血清中 TRAP 活性測定  
 
 マウスをエーテル麻酔後、心尖部より採血を行った。採取した血液は 15000 g
で 5 分間遠心し、上清部を血清として使用した。血清 50 L に TRAP 測定 buffer 
(17.6 mg/mL L-ascorbic acid, 9.2 mg/mL sodium tartrate dehydrate, 3.6 mg/mL 4-
nitrophenyl phosphoric acid disodium salt, 0.3% TritonX-100, 6 mM EDTA, 600 mM 
NaCl, 600 mM sodium acetate (pH 5.5)) 50 L を加え、37℃ 30 分間反応後、300 mM 
NaOH を 100 L 加えて反応を停止させた。405 nm の吸光度を測定し、1~5 mM




6.3.1. Ifrd1 全身欠損マウスの骨表現型解析  
 
6.2.7 の方法に準じて 8 週齢の雄性 WT と Ifrd1-/-マウスの表現型解析を行っ
た。脊椎を摘出し 6.2.3.の方法により骨切片を作製することにより、骨表現型の
解析を行った。その結果、WT マウスに比べ Ifrd1-/-マウスでは von Kossa 染色に
より黒色で染まる脊椎組織内カルシウム沈着部位の増加が観察された。また、脊
椎骨量を測定したところWTマウスに比べ Ifrd1-/-マウスではBV/TVの有意な上
昇が認められた (Fig. 33)。 
 
 




6.2.5.の方法で toluidine blue 染色し、骨形成の指標として BFR 及び Ob.S/BS を測
定した。その結果 WT に比べ Ifrd1-/-マウスにおいて、BFR と Ob.S/BS の有意な
上昇が認められた。また脊椎切片を 6.2.6.の方法で TRAP 染色し、骨吸収の指標
としてOc.S/BSを測定した。その結果、WTに比べ Ifrd1-/-マウスにおいて、Oc.S/BS
の有意な低下が認められた (Fig. 34)。 
 
 
Fig. 34 Ifrd1-/-マウスの骨形態計測 
 
6.3.2. 骨芽細胞特異的 Ifrd1 欠損マウスの骨表現型
解析  
 
6.2.7 の方法に準じて 8 週齢の雄性 WT と Col1a1-cre;Ifrd1fllflマウスの表現型解
析を行った。脊椎を摘出し 6.2.3.の方法により骨切片を作製することにより、骨
表現型の解析を行った。その結果、WT マウスと比較して骨芽細胞特異的 Ifrd1
欠損マウスでは von Kossa 染色により黒色で染まる脊椎組織内カルシウム沈着
部位の増加が観察された。また、脊椎骨量を測定したところ WT マウスに比べ




Fig. 35 Col1a1-cre;Ifrd1fllflマウスの骨表現型 
 
また、詳細な骨表現型の解析を行うために骨形態計測を行った。脊椎切片を
6.2.5.の方法で toluidine blue 染色し、骨形成の指標として BFR 及び Ob.S/BS を測
定した。その結果 WT に比べ Col1a1-cre;Ifrd1fllflマウスにおいて、BFR と Ob.S/BS
の有意な上昇が認められた。また脊椎切片を 6.2.6.の方法で TRAP 染色し、骨吸
収の指標として Oc.S/BS を測定した。その結果、WT に比べ Col1a1-cre;Ifrd1fl/lfマ
ウスにおいて、Oc.S/BS の有意な低下が認められた (Fig. 36)。 
 
 
Fig. 36 Col1a1-cre;Ifrd1fllflマウスの骨形態計測 
 
6.3.3. 破骨細胞特異的 Ifrd1 欠損マウスの骨表現型
解析  
 
6.2.7 の方法に準じて 8 週齢の雄性 WT と Ctsk-cre;Ifrd1f/lflマウスの表現型解析
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を行った。脊椎を摘出し 6.2.3.の方法により骨切片を作製することにより、骨表
現型の解析を行った。その結果、WT マウスと破骨細胞特異的 Ifrd1 欠損マウス
では脊椎組織内カルシウム沈着部位に著明な変化は観察されなかった (Fig. 37)。 
 
 
Fig. 37 Ctsk-cre;Ifrd1fl/flマウスの骨表現型 
 
また、詳細な骨表現型の解析を行うために骨形態計測を行った。その結果 WT
と破骨細胞特異的 Ifrd1 欠損マウスでは、Ob.S/BS Oc.S/BS に著明な変化は認め
られなかった (Fig. 38)。 
 
 
Fig. 38 Ctsk-cre;Ifrd1fl/flマウスの骨形態計測 
 
また、別の破骨細胞特異的な Cre ラインである Cd11b-cre を用いた破骨細胞特
異的 Ifrd1 欠損マウス Cd11b-cre;Ifrd1fl/lf マウスの表現型解析を行った。その結果、
WT マウスと破骨細胞特異的 Ifrd1 欠損マウスでは脊椎組織内カルシウム沈着部
位に著明な変化は観察されなかった (Fig. 39)。 
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6.2.2 の方法に準じて 8 週齢の雄性 WT と Cd11b-cre;Ifrd1fl/fl マウスに RANKL
を 2 mg/kg 投与し骨粗鬆症モデルマウスを作製し表現型解析を行った。脊椎を摘
出し 6.2.3.の方法により骨切片を作製することにより、骨表現型の解析を行った。
その結果、WT マウスでは RANKL 投与群でカルシウム沈着部位の減少が観察さ
れた。一方で、Cd11b-cre;Ifrd1fl/flマウスでは PBS 投与群と RANKL 投与群の間に






Fig. 40 RANKL 誘導性骨粗鬆症モデルマウスの骨表現型 
 
また、詳細な骨表現型の解析を行うために骨形態計測を行った。その結果 WT
マウスでは PBS 投与群と比較して、RANKL 投与群では Oc.S/BS が有意に増加
していたのに対して、Cd11b-cre;Ifrd1fl/fl マウスでは、Oc.S/BS に著明な変化は認
められなかった (Fig. 41)。 
次に、6.2.8 に準じて血清中 TRAP 活性の測定を行った。その結果、WT マウ
スでは PBS 投与群と比較して、RANKL 投与群では TRAP 活性が有意に増加し
ていたのに対して、破骨細胞特異的 Ifrd1 欠損マウスでは、TRAP 活性に著明な
変化は認められなかった (Fig. 41)。 
 
 










④破骨細胞特異的 Ifrd1 欠損マウスでは RANKL 投与骨粗鬆症モデルにおける破
骨細胞の活性化が抑制されていることである。 
骨芽細胞特異的 Ifrd1 欠損マウスでは骨芽細胞の指標が上昇していただけでな
く、破骨細胞の指標も低下していた。この結果は、5 章の Ifrd1 欠損骨芽細胞に
おいて OPG 発現が上昇し、破骨細胞の分化が抑制されていた事実と一致する。 





























Chapter 7 おわりに 
  
 本研究結果により、破骨細胞前駆細胞において Ifrd1 は転写因子 NF-B の脱ア
セチル化を介して破骨細胞の分化に対して促進的な働きを持つことが明らかに
なった。また、骨芽細胞において骨形成因子 BMP2 により活性化された Smad1
が Ifrd1 の転写を促進すること、Ifrd1 が転写因子 NF-B と-catenin の脱アセチ
ル化を介して、骨芽細胞の骨形成能の抑制と OPG 発現抑制による破骨細胞分化
を抑制することが明らかになった。 



























Chapter 8 結語 
 
1. Ifrd1 は NF-B の脱アセチル化を促進し、破骨細胞の分化を正に制御する。 
 
2. BMP2 により骨芽細胞で活性化した Smad1 が Ifrd1 の転写を促進する。 
 
3. Ifrd1 は NF-B の脱アセチル化を促進し、骨芽細胞の骨形成を負に制御する。 
 
4. Ifrd1 は-catenin の脱アセチル化を促進し、骨芽細胞依存的な破骨細胞形成
を促進する。 
 
5. 骨芽細胞特異的 Ifrd1 欠損マウスは骨量が増大する。 
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